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(57) Abstract 

According to the invention, transformed ceil lines, for example of 
Ustilago maydis, are used for detecting interactions between GPC-receptors 
(receptors with seven transmembrane sites, which interact with guanyl 
nucleotide-binding, regulatory proteins) or GPC-receptor-con trolled signal 
transmission systems and test substances (ligands, modulators), or for search- 
ing for substances which are capable of interacting with receptors or sig- 
nal transmission systems of this type. The transformed cell lines have a 
GPC-receptor-controlled signal transduction path with positive feedback and 
are transformed in such a way that they express a heterologous GPC- recep- 
tor. The transformed cell lines also contain a reporter gene, the expression 
of which can be detected using measuring techniques and which is controlled 
by a promotor. Said promoter can be induced by stimulating a GPC-receptor, 
and is endogenous. The reporter gene is endogenous or heterologous. 

(57) Zusammenfassung 
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Fiir den Nachweis von Wechselwirkungen zwischen GPC-Rezeptoren 
(Rezeptoren mit sieben transmembranaren Domanen, die mit 
Guanylnukleotid-bindenden, regulatorischen Proteinen interagieren) 
oder GPC-Rezeptor-kontrolIierten Signalubermittlungssystemen und * \ 

Testsubstanzen (Liganden, Modulatoren) bzw. fur das Suchen von \^ ^ 

Substanzen, die mit derartigen Rezeptoren oder Signalubermittlungssystemen C*™ J 

eine Wechselwirkung eingehen konnen, werden transformierte Zell-Linien, 
beispielsweise von Ustilago maydis, eingesetzt, welche transform ierten 
Zell-Linien einen GPC-Rezeptor-kontroll ierten Signaltransduktionsweg mit — G 
positiver Riickkoppelung aufweisen und derart transformiert sind, dass sie 
einen heterologen GPC-Rezeptor exprimieren. Ferner enthalten die transform ierten Zell-Linien ein Reportergen, dessen Expression 
messtechnisch erfassbar ist, und welches gesteuert ist durch einen Promotor, der durch Stimulation ernes GPC-Rezeptors induzierbar ist. 
Der durch Rezeptorstimulation induzierbare Promotor ist endogen und das Reportergen ist endogen oder heterolog. 
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TRANSFORMIERTE ZELL-LINIEN, DIE HETEROLOGE 
G-PROTEIN-GEKOPPELTE REZEPTOREN EXPRIMIEREN 



Gebiet der Erfindung 

Die Erfindung betrifft transformierte Zell-Linien nach dem Oberbegriff des 
ersten, unabhangigen Patentanspruchs, welche Zell-Linien heterologe G-Pro- 
tein-gekoppelte Rezeptoren (GPC-Rezeptoren) exprimieren und sich eignen 
zum Nachweis von Wechselwirkungen zwischen den GPC-Rezeptoren oder 
den durch die GPC-Rezeptoren kontrollierten Signalubermittlungssystemen 
und Substanzen (Liganden, Modulatoren), bzw. zum Auffinden von Sub- 
stanzen, die mit den Rezeptoren oder den Signalubermittlungssystemen in 
Wechselwirkung treten. Die Erfindung betrifft ferner Vektoren zur Herstel- 
lung dieser Zell-Linien und die Verwendung dieser Zell-Linien zum Nachweis 
der genannten Wechselwirkungen und zum Auffinden von auf die Rezeptoren 
oder Signalubermittlungssysteme wirkenden Substanzen (Screening Assays). 
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Stand der Technik 

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPC-Rezeptoren) sind Rezeptoren mit 
5 sieben transmembranaren Domanen, die zusammen mit heterotrimeren, Gua- 
nylnukleotid-bindenden, regulatorischen Proteinen (G-Proteine) Signaltrans- 
duktionssysteme zur Ubermittlung vieler extrazellularer Signale bilden [H.G. 
Dohlmann, J. Thorner, M. Caron, and R. J. Lefkowitz (1991) Annu. Rev. 
Biochem., 60, 653-688]. Derartige Signaltransduktionssysteme kommen in 
10 einem breiten Spektrum von Organismen voi\ angefangen bei einfachen Pil- 
zen bis zum Menschen. 

Ein Beispiel eines derartigen Rezeptors ist der Somatostatin-Rezeptor, der 
15 einen Prototyp der GPC-Rezeptoren in Saugerzellen darstellt. Somatostatin 
hat weitreichende modulatorische Wirkungen im zentralen Nervensystem und 
im peripheren Gewebe und wirkt auf eine Reihe von Rezeptor-Subtypen. 

20 Die Signalubermittlung durch ein Signalubermittlungssystem mit GPC-Rezep- 
tor und G-Protein hat die folgenden generellen Merkmale: Heterotrimere G- 
Proteine funktionieren als Signaliibermittler zwischen einem transmembrana- 
ren Rezeptor Molekiil (GPC-Rezeptor) und einem als Effektor bezeichneten 
Enzym, das einen sekundaren Botenstoff produziert. Adenylatzyklase, Phos- 

25 pholipaseC urid Ionenkanale sind Beispiele gut untersuchter Effektoren in 
Saugetier-Systemen. 

G-Proteine bestehen aus einer Guanylnukleotid-bindenden a-Untereinheit, 
30 einer 6-Untereinheit und einer 7-Untereinheit (Go, GB-, G7-Untereinheit) 
[M. I. Simon, M. P. Strathmann and N. Gautam (1991) Science, 252, 802-808]. 
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G-Proteine existieren in zwei unterschiedlichen Formen, abhangig davon, ob 
GDP oder GTP an die a-Untereinheit gebunden ist. Wean GDP gebundek-, 
ist, kommt das G-Protein als heterotrimerer aBY-Komplex vor, Durch die 
Bindung von GTP an das G-Protein, dissoziiert die a-Untereinheit und lasst 

5 einen 3Y-Komplex zuriick. Assoziation eines GaJ37-Komplexes mit einem 
aktivierten GPC-Rezeptor in der Zellmembran fiihrt zu einer Erhohung der 
Austauschrate von GTP fiir gebundenes GDP. Als Foige erhoht sich die Dis- 
soziationsrate der gebundenen Gcr-Untereinheit vom GBy-Komplex. Die freie 
a-Untereinheit und der G67-Komplex konnen Signale an zellulare Effektoren 

10 verschiedener Signaiubermittiungswege weiterleiten. 

Die GPC-Rezeptoren stellen wichtige iZielmolekule fiir therapeutische Ver- 
bindungen dar. Das menschliche Genom enthalt vermutlich etwa 5000 ver- 

15 schiedene GPC-Rezeptor-Gene, auf die neue therapeutische Verbindungen als 
Liganden wirken konnten. Fur die Untersuchung derartiger Wechselwirkungen 
von Liganden und Rezeptoren und auch von Modulatoren und entsprechen- 
den Siganubermittiungssystemen werden Screening Testsysteme verwendet, in 
denen gemass dem Stande der Technik biochemische Ligandenbindungs-Stu- 

20 dien, Reportersysteme in Saugetierzellen, oder Reportersysteme in Hefezellen 
zur Anwendung kommen. 

In solchen Testsystemen verwendete Hefezellen sind derart transfonniert, dass 
25 sie heterologe GPC-Rezeptoren exprimieren. In der Publikation WO- 
92/05244 (US-5739029) werden derartige Hefezellen beschrieben. Diese ent- 
halten eine erste heterologe DNA-Sequenz, die einen heterologen GPC-Re- 
zeptor exprimiert, und eine zweite heterologe DNA-Sequenz, die eine a-Un- 
tereinheit eines Sauger-G-Proteins exprimiert. 
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Die endogenen GPC-Rezeptoren in Hefezellen vermitteln die Erkennung von 
unterschiedlichen Zelltypen via extrazellulare Peptide, sogenannte Pheromo- 
ne. Der Pheromon-aktivierte Signaltibermittlungsweg leitet ein Entwicklungs- 
programm ein, welches zur Verschmelzung von haploiden a- und a-Zellen und 
5 zur Ausbildung diploider a/a-Zellen fiihrt [M. Whiteway and B. Errede 
(1993) in: Signal Transduction, Prokaryotic and Simple Eukaryotic Systems, 
ed. J. Kurjan and B. L. Taylor, Academic Press, pp. 189-237]. Zellen des 
Kreuzungstyps a sekretieren a-Faktor, welcher in a-Zellen an den a-Faktor- 
Rezeptor (Ste2) bindet, und Zellen des Kreuzungstyps a sekretieren a-Faktor, 

10 welcher in a-Zellen an den spezifischen a-Faktor Rezeptor (Ste3) bindet. 
Sowobl Ste2 als auch Ste3 gehoren zur Familie der GPC-Rezeptoren. Nach 
der Bindung des Pheromons an den entsprechenden Rezeptor andert der 
Pheromon-Rezeptor wahrscheinlich seine Konformation. Dies fiihrt zur Dis- 
soziation der Ga-Untereinheit (Gpal) vom G87-Komplex (Ste4, StelS) und 

15 sornit zur Aktivierung des G-Proteins. Interessanterweise - und im Gegensatz 
zur Funktion von G-Proteinen in Saugetier Systemen - (ibt die Ga-Unterein- 
heit in Hefe einen negativen Einfluss auf die Signaliiberxnittlung aus, wahrend 
die GB7-Untereinheit das Pheromon-Signal weiterleitet. 

20 

Ein weiterer, grundlegender Unterschied zwischen GPC-Rezeptor-kontrollier- 
ter Signaltransduktion in Saugetieren und in Hefe besteht darin, dass bis jetzt 
in Hefezellen noch kein Effektor-Enzym entdeckt worden ist, welches einen 
sekundaren Botenstoff generiert als Reaktion auf Rezeptorstimulation. 
25 Wahrscheinlich leitet der fl7-Komplex das Pheromonsignal direkt weiter an 
die Ste20-Proteinkinase, welche wiederum eine Proteinkinasen-Kaskade akti- 
viert, bestehend aus Stell, Ste7, Fus3 und Kssl, und dem "Gerust"-Protein 
Ste5 [I. Herskowitz (1995) Cell, 80, 187-197]. 

30 
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Zu den zellularen Konsequenzen der Pheromon-Stimulation in Hefe gehoren 
die transkriptionelle Induktion einer ganzen Reihe von Genen und der Still- 
stand des Zeilzyklus. Diese Pheromon-induzierbaren Gene kodieren fur Pro- 
dukte, die fur die Biosynthese der Pheromone benotigt werden (MFA1, 
5 MFA2, MFal, MFa2, STE6, STE13), fur die Produktion der Rezeptoren 
STE2 und STE3, fur die Pheromon-Signaliibermittiung (GPA1, FUS3), fur 
Zellzyklus-Stillstand (FARl, CLN2, CLN3), fur morphologische Veranderun- 
gen und Zellfusion (FUS1, FUS2, CHS1) und fur Pheromon-Desensibilisie- 
rung (SST2, BAR1). 

10 

Pheromon-kontrollierte Transkription wird durch das sequenzspezifische 
DNA-Bindungsprotein Stel2 vermittelt. Die Transkription des STE12-Gens ist 
nicht durch Pheromon induzierbar. Es wird vermutet, dass die funktionell 

15 redundanten MAP-Kinase-Homoioge Fus3 und Kssl des Pheromon-Signal- 
ubermittlungswegs den Transkriptionsfaktor Stel2 durch spezifische Phospho- 
rylation aktivieren. Pheromon-induzierbare Gene weisen cis-wirkende DNA- 
Sequenzen in ihrer Promotorregion auf, das sogenannte "Pheromon Response 
Element" (PRE). Das Vorkommen von PRE-Sequenzen in der Promotorre- 

20 gion eines Gens in Hefe geniigt jedoch nicht, dass die Transkription dieses 
Gens Pheromon-induzierbar ist. So hat z.B. das STE12-Gen mehrere PREs, 
aber die Expression von STE12 ist nicht Pheromon-induzierbar. 

25 * 
Grundziige der Erfindung 

Die Erfindung stellt sich die Aufgabe, transformierte Zell-Linien (humane, 
30 tierische oder pflanzliche Zellen sowie auch Pilzzellen), die heterologe GPC- 
Rezeptoren exprimieren, zu schaffen. Diese transformierten Zell-Linien sbllen 
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sich eignen fur den Nachweis von Wechseiwirkungen zwischen Substanzen 
(Liganden, Modulatoren) und GPC-Rezeptoren bzw. GPZ-Rezeptor-kontrol- 
lierten Signalubermittlungssystemen bzw. zum Auffinden von auf die Rezepto- 
ren bzw. die Signalubermittlungssysteme wirkenden Substanzen in Screening 
5 Assays. Um fur diesen Zweck geeignet zu sein, sollen die transformierten 
Zellen eine hohe Sensitivitat auf eine derartige Wechseiwirkung zeigen. 

Diese Aufgabe wird gelost durch die transformierten Zellen-Linien, wie sie in 
10 den Patentanspriichen definiert sind. . 

Die erfindungsgemassen Zell-Linien (humane, tierische oder pflanzliche Zel- 
len sowie auch Pilzzellen) weisen ein durch einen Liganden aktivierbares 
15 Signaliibermittlungssystem mit GPC-Rezeptoren auf, welches Signaliibennitt- 
lungssystem eine positive Riickkoppeiung zeigt. Der Mechanismus der positi- 
ven Riickkoppeiung besteht darin, dass die Transkription desjenigen Gens, das 
Kir den GPC-Rezeptor-aktivierbaren Transkriptionsfaktor kodiert, selbst durch 
Rezeptor-Stimulation induzierbar ist. 

20 

Die erfindungsgemassen Zeil-Linien konnen natiirlicherweise ein solches 
GPC-Rezeptor-Signaliibermittlungssystem mit positiver Riickkoppeiung auf- 
weisen oder ein positiver Ruckkoppelungsmechanismus kann mittels rekom- 

25 . binanter DNA-Technologie in eine bestehende GPC-Rezeptor-Signaliibermitt- 
lungskette eingebaut werden. Dadurch weist das natiirliche oder entsprechend 
modifizierte Signaltransduktionssystem mit positivem Ruckkoppelungsmecha- 
nismus eine gegeniiber bekannten, zellularen Nachweissystemen bedeutend 
hohere Sensitivitat auf, die fur den Nachweis der genannten Wechselwirkun- 

30 gen ausgeniitzt werden kann. Zell-Linien mit einem derartigen, positiven 
Ruckkoppelungsmechanismus reagieren also sensitiver als die entsprechenden, 
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bekannten zellularen Nachweissysteme auf eine AJctivierung der GPC-Rezep- 
toren, ungeachtet, ob diese Rezeptoren die endogenen sind oder durch Trans- 
formation eingefiihrte heterologe Rezeptoren. ■ 

5 

Der Maisbrand-Pilz Ustilago maydis ist ein Beispiel eines zellularen Testsy- 
stems fiir GPC-Rezeptoren, in dem ein positiver Riickkoppelungsmechanismus 
in der GPC-Rezeptor-kontrollierten Signaliibermittlungskette naturlicherweise 
besteht. Diese positive Riickkoppelung in der Pheromon-aktivierbaren Signal- 

10 transduktion wird fiir Ustilago maydis beschrieben von H. A. Hartmann, R. 
Kahmann and M. Bolker [EMBO J., 15, 1632-1641 (1996)]. Der Basidiomycet 
Ustilago maydis wird als eukaryontischer Modellorganismus genutzt. Er ver- 
ursacht in seiner pathogenen Form den Maisbrand auf seiner Wirtspflanze 
Mais und dient aus diesem Grunde auch als Modellsystem zum Studium von 

15 pathogenen Pilzen. Die genetische Konstitution von U. maydis kann relativ 
leicht verandert werden [F. Banuette (1995) Annu. Rev. Genet., 29, 179-208]. 



Es ist anzunehmen, dass auch andere Zell-Linien, insbesondere Pilze der 
20 Ustilago-Familie oder der Basidiomyceten uberhaupt, derartige GPC-Rezep- 
tor-aktivierbare Signaltransduktionswege mit positiver Riickkoppelung auf- 
weisen und sich dadurch wie Ustilago maydis naturlicherweise fiir die genann- 
ten Nachweisreaktionen anbieten. 

25 

Gemass Erfindung werden also fiir den Nachweis von Wechselwirkungen 
zwischen bestimmten GPC-Rezeptoren bzw. entsprechenden 
Signalubermittlungssystemen und Testsubstanzen Zell-Linien verwendet, die 
in ihrem natiirlichen oder in einem gentechnisch modifizierten Zustand ein 
30 GPC-Rezeptor-aktivierbares Signalubermittlungssystem aufweisen, in dem die 
GPC-Rezeptor-induzierte Transkription von Zielgenen durch Riickkoppelung 
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verstarkt ist.Ferner weisen sie ein endogenes oder heterologes Reportergen 
auf, dessen Expression von einem Promotor gesteuert ist, der durch Aktivie- 
rung des Rezeptors induzierbar ist, wobei die Expression des Reportergens 
messtechnisch erfassbar ist (z.B. essentielles Wachstumsenzym, durch das 
5 messbares Zellwachsturn bewirkt wird, oder andere Enzyme, die in biochemi- 
schen Reaktionen zu messbaren Wirkungen fiihren). 

In den Zellen der erfindungsgemassen Zell-Linien kann der heterologe GPC- 
10 Rezeptor sich mit endogenem G-Protein assoziieren oder mit heterologem G- 
Protein, insbesondere mit einer heterologen a-Untereinheit des G-Proteins. 
Die Zelle kann zusatzlich eine Mutation in demjenigen Gen enthalten, wel- 
ches die fur die GPC-Rezep.tor-kontrollierte Signalubermittlung verant- 
wortliche endogene a-Untereinheit inaktiviert und dabei die Interaction zwi- 
15 schen dem heterologen Rezeptor und dem heterologen G-Protein erleichtert. 



Kurze Beschreibung der Figuren 

20 

Figur 1 zeigt den Vergleich zwischen einem Signalubermittlungssystem mit 
positiver Riickkoppelung (links), wie es die erfindungsgemassen 
Zell-Linien aufweisen (z.B. Ustilago maydis), und einem Signal- 
25 ubermittlungssystem ohne positive Riickkoppelung (rechts), wie es 

beispielsweise Hefezellen aufweisen. 



30 

Detaillierte Beschreibung der Erfindung 
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Der Begriff "heterolog" wird in der vorliegenden Beschreibung in Bezug auf 
die jeweiligen Zell-Linien benutzt und bezieht sich demzufolge auf DNA- 
Sequenzen, Proteine und andere Materialien, die von anderen Organismen in 
5 die jeweilige Zell-Linie eingebracht werden, oder auf Kombinationen, die 
nicht naturlicherweise in den jeweiligen Zell-Linien vorkommen. 

Die Begriffe "stromaufwarts" und "stromabwarts" werden im Folgenden in Be- 
10 zug auf die Richtung der Transkription und der Translation benutzt. Eine 
Sequenz, die vor einer anderen Sequenz transkxibiert oder translatiert wird, 
wird als "stromaufwarts" von der anderen Sequenz bezeichnet. 

15 Methoden und Materialien, mit deren Hilfe die erfindungsgemassen Zell- 
Linien hergestellt werden, werden fur das Beispiel Ustilago maydis im Detail 
beschrieben. Dies soil die erfindungsgemassen Zell-Linien aber in keiner 
Weise auf diese Spezies beschranken. Fur andere Zell-Linien sind die Metho- 
den und Materialien entsprechend anzuwenden, was fur den Fachmann ohne 

20 Probleme moglich ist. 

Fur Ustilago maydis wird naturlicherweise die Erkennung und Fusion von 
kompatiblen Zelltypen (al und a2) durch ein Signalubermittlungssystem er- 

25 moglicht, wie dies eingangs auch fur die Hefe beschrieben wurde. Dieses 
Signalubermittlungssystem wird durch Pheromone und die entsprechenden 
Pheromonrezeptoren kontrolliert [J. Kronstad and C. Staben (1997) Annu. 
Rev. Genet., 31, 245-276]. Zellen von Ustilago maydis mit dem Kreuzungstyp 
al sekretieren das Peptid-Pheromon Mfal, welches in a2-Zellen an den spezi- 

30 fischen Mfal-Rezeptor (Pra2) bindet. Zellen des Kreuzungstyps a2 sekretieren 
das Mfa2-Pheromon, welches nur in al-Zellen wirkt, die den Mfa2-Rezeptor 
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(Pral) exprirnieren. Bei den Pheromonxezeptoren Pral und Pra2 handelt es 
sich urn GPC-Rezeptoren. 

5 Aktivierung der Rezeptoren Pral und Pra2 durch Bindung des entsprechen- 
den Pheromons fiihrt wahrscheinlich zur Dissoziation eines heterotrimeren G- 
Proteins, von dern bis jetzt nur die a-Untereinheit Gpa3 bekannt ist [E. Re- 
genfeider, T. Spellig, A. Hartmann, S. Lauenstein, M. Bolker and R. Kall- 
mann (1997) EMBO J., ..16, 1934-1942]. Gpa3 - im Gegensatz zum funktionel- 

10 len Homolog in Hefe (Gpal) - iibt einen positiven Einfluss auf die Pheromon- 
Signaliibermittlung aus. Interessanterweise scheint der zellulare Effektor von 
Gpa3 eine Adenylatzyklase zu sein (Uacl), da Mutationen im gpa3-Gen ei- 
nerseits die Pheromon-Signaliibermittlung verunmoglichen und andererseits zu 
filamentosem Wachstum fuhren, welches an das Wachstum von Adenylatzy- 

15 klase-defizienten Mutanten erinnert. Des weiteren kann das filamentose 
Wachstum von gpa3-Mutanten rxickgangig gemacht werden durch Zugabe von 
cyclischem AMP, dem sekundaren Botenstoff, der von der Adenylatzyklase 
produziert wird [R. Kahmann and C. Basse (1997) Trends in Plant Sci., 2, 
366-368; S. Gold, G. Duncan, K. Barrett and T. Kronstad (1994) Genes Dev., 

20 8, 2805-2816]. Demzufolge scheint die Pheromon-Signaliibermittlung in Ustila- 
go den entsprechenden Mechanismen in Saugetier-Systemen ahnlicher zu sein 
als dies der Fall ist fur die Pheromon-kontrollierte Signaliibermittlung in 
Hefe. 

25 

Pheromon-Stimulation in Ustilago resultiert letztendlich in der transkriptionel- 
len Induktion aller Gene, die sich an den Kreuzungstypen-Loci a und b befin- 
den, d.h. mfal, mfa2, pral, pra2, lga2, rga2, bE, bW [M. Urban, R. Kahmann 
and M. Bolker (1996) Mol. Gen. Genet., 251, 31-37]. All diese Gene besitzen 
30 in ihren assoziierten genregulatorischen Regionen mindestens eine cis-wirken- 
de DNA-Sequenz, das "Pheromon Response Element" (PRE). Die PRE-Se- 
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quenzen von Ustilago maydis werden vom sequenzspezifischen DNA-Bin- 
dungsprotein Prfl erkannt. Pheromon-Stimulation fiihrt zur Aktivierung von 
Prfl, welches die Pheromon-induzierbare Transkription dieser Gene vermit- 
telt. Da der Promotor des prfl-Gens selbst auch PREs aufweist, wird auch die 
5 Transkription des prfl-Gens durch Pheromon-Stimulation aktiviert (PL A. 
Hartmann, R. Kahmann and M. Bolker (1996) EMBO J„ 15, 1632-1641). 
Durch die Pheromon-induzierbare Transkription des prfl-Gens ist dem Phero- 
mon-Signalubermittlungsweg von Ustilago ein positiver Riickkoppelungsme- 
chanismus inharent. 



GPC-Rezeptor-kontrollierte Signalubermittlungssysteme mit positiver Riick- 
koppeiung sind daran zu erkennen, dass die Transkription des Gens, das fur 
denjenigen Transkriptionsfaktor kodiert, der durch Stimulation des GPC-Re- 
15 zeptors aktiviert wird und dadurch die GPC-Rezeptor-kontrollierte Trans- 
kription von Zielgenen steuert, selbst auch induziert wird durch Stimulation 
des GPC-Rezeptors. 



20 Der oben beschriebene Mechanismus ist in der Figur 1 links schematisch 
dargestellt. Dieser Mechanismus fuhrt zu einer bedeutend hoheren Sensiti- 
vitat, mit der beispielsweise ein Bindung von Liganden an den Rezeptor wahr- 
genommen werden kann. Wie bereits oben erwahnt und wie in der Figur 1 
rechts als Vergleich dargestellt, fehlt dem entsprechenden Hefesystem und 

25 anderen bekannterweise angewendeten, zelluiaren Nachweissystemen ein der- 
artiger positiver Riickkoppelungsmechanismus. Im entsprechenden Mechanis- 
mus der Hefe wird die Expression des GPC-Rezeptor-aktivierbaren Transkrip- 
tionsfaktors (Stel2) nicht induziert durch Rezeptor-Stimulation (siehe Fig.l). 



30 
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Es ist jedoch durchaus denkbar, Hefestamme, die zum Nachweis von Wechsei- 
wirkungen zwischen heterologen Rezeptoren und Liganden benutzt werden, so 
zu modifizieren, dass sie einen positiven Riickkoppelungsmechanismus auf- 
weisen. Um dies zu erreichen, kann der Promotor des STE12-Gens, welches 
fur den durch Pheromon-Stimulation aktivierten Transkriptionsfaktor kodiert, 
durch einen Promotor ersetzt werden, der Pheromon-induzierbar ist (zJB. 
FUSl-Promotor). 

Verschiedene Ustilago-Stamme und geeignete Expressionsvektoren fur die 
Transformation von Ustilago sind bekannt. Expressionsvektoren sind replizier- 
bare DNA-Konstrukte, die benutzt werden, um eine heterologe DNA-Sequenz 
in einer Wirtszelle zu exprimieren. Die zu exprimierende heterologe DNA- 
Sequenz muss mit geeigneten Kontrollsequenzen ausgestattet sein, welche 
fahig sind, die Expression eines durch die heterologe DNA-Sequenz kodierten 
Proteins oder Proteinuntereinheit im beabsichtigten Wirt zu steuera. Kontroll- 
sequenzen umfassen einen transkriptionellen Promotor, fakultative cis-wirken- 
de DNA-Sequenzen, um die Transkription zu regulieren, geeignete DNA- 
Sequenzen, welche eine effiziente Initiation der Translation vermitteln t und 
DNA-Sequenzen, welche die Termination der Transkription und die Polya- 
denylierung der mRNA steuern. 

Geeignete Vektoren, fur die Herstellung von erfindungsgemassen Zell-Linien 
umfassen Plasmide, Viren und integrierbare DNA-Fragmente, d.h. DNA-Frag- 
mente, die in das Wirtsgenom integrierbar sind via genetische Rekombination. 
Geeignete Vektoren enthalten Kontrollsequenzen, welche von Spezies stam- 
men, die im beabsichtigten Expressionswirt funktionell sind. 
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Ustilago-Vektoren konnen eine autonom replizierende Sequenz (UARS) 
enthalten, welche das Plasmid befahigt, in hoher Kopienzahl in der Ustilago- 
Zelle zu replizieren, einen Promotor, heterologe DNA-Sequenzen, die fur die 
zu exprimierenden heterologen Proteine kodieren, Sequenzen fur die Polya- 
5 denylierung und ein selektierbares Markergen. 

Ein Beispiel eines solchen Plasmids ist pJW42 [J. Wang, D. W. Holden and S. 
A. Leong (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, 865-869]. Dieses Plasmid 

10 enthalt das hph-Gen von Escherichia coli [L. Gritz and J. Davies (1983) Ge- 
ne, 25, 179-188], welches Resistenz gegen das Antibiotikum HygromycinB 
vermittelt und dadurch als selektierbarer Marker genutzt werden kann. Ande- 
re, anwendbare Markergene sind beispielsweise das cbx-Gen von Ustilago 
maydis, das Resistenz gegen das Fungizid Carboxin vermittelt [P.L.E. 

15 Broomfieldand LA. Hargreaves (1992) Curr. Genet.,22, 117-121], oder das 
natl-Gen von Streptomyces noursei, das Resistenz gegen das Antibiotikum 
Nourseothricin vermittelt [H. Kriiger, G. Fiedler, C. Smith and S. Baum- 
berg(1993) Gene, 127, 127-131]. 

20 

Geeignete Promotor Sequenzen umfassen die Promotoren des hsp70-Gens [D. 
W. Holden, J. W. Kronstad and S. A. Leong (1989) EMBO J., 8, 1927-1934], 
des Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase Gens [T. L. Smith and S. A. 
Leong (1990) Gene, 93, 111-117] und des Translation-Elongationsfaktor-Gens 

25 [H. A. Hartmann, R. Kahmann and M. Bolker (1996) EMBO J M 15, 1632- 
1641]. Andere Promotoren mit dem zusatzlichen Vorteil der transkriptionellen 
Kontrolle durch die Wachstumsbedingungen sind der Promotor des crgl-Gens 
[A. Bottin, J. Kamper and R. Kahmann (1996) Mol. Geri. Genet., 253, 342- 
352], weicher durch Arabinose induziert und durch Glukose reprimiert wird, 

30 und der Promotor des sidl-Gens, weicher negativ reguliert ist durch die Ei- 
sen-Konzentration im Wachstumsmedium [Z. An, B. Mei, W. M. Yukft and S. 
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A. Leong (1997) EMBO J., 16, 1742-1750]. Urn die Polyadenylierung und die 
Termination der mRNA zu gewahrleisten, konnen auch die Terminationsse- 
quenzen, die mit diesen Genen assoziiert sind, stromabwarts der heterologen 
Sequenzen in die Expressionsvektoren ligiert werden. 

Urn die effiziente Expression von heterologen GPC-Rezeptoren in Ustilago zu 
ermoglichen, wurden neuartige Expressionsvektoren entwickelt. Diese Expres- 
sionsvektoren enthalten Ustilago maydis hsp70-Promotor und -Terminator, 
welche die Transskription der cDNAs fur GPC-Rezeptoren vermittein. Zwi- 
schen dem hsp70-Promotor und -Terminator werden zusatzliche Schnittstellen 
fur Restriktionsenzyme eingefuhrt, um die Klonierung von zu exprimierenden 
DNA-Segmenten, z.B. GPCR-cDNAs, zu vereinfachen. 

Um die intrazellulare Lokalisierung der heterologen GPC-Rezeptoren zu der 
Plasmamembran in Ustilago zu optimieren, ist es auch moglich, Expressions- 
vektoren zu konstruieren, die ein erstes Segment enthalten, welches Ustilago- 
DNA-Sequenzen umfasst, die mindestens ein Segment der aminoterminalen 
kodierenden Sequenz eines Ustilago-GPC-Rezeptors beinhalten. DNA-Se- 
quenzen, die fur Pheromon-Rezeptoren von Ustilago kodieren (z.B. das pral- 
Gen, das fur den Mfa2-Pheromon-Rezeptor kodiert, und das pra2-Gen, das 
fur den Mfal-Pheromon-Rezeptor kodiert) sind Beispiele fur Ustilago-Gene, 
die fiir GPC-Rezeptoren kodieren, welche benutzt werden konnen, um solche 
Vektoren zu konstruieren. Ein zweites Segment, das stromabwarts des ge- 
nannten ersten Segments liegt und im korrekten Leseraster mit diesem ist, 
umfasst eine DNA-Sequenz, die fur einen heterologen GPC-Rezeptor kodiert. 
Solche Anpassungen der Translationsinitiationsstelle konnen die Expression 
eines heterologen Proteins erhohen. Die ersten und zweiten Segmente sind 
funktionsfahig assoziiert mit einem Promotor, wie z.B. dem konstitutiven 
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hsp70-Promotor oder dem induzierbaren crgl-Promotor, welche funktionsfahig 
sind in Ustilago-Zellen. 

Jeder GPC-Rezeptor und die entsprechenden DNA-Sequenzen, die fur diese 
Rezeptoren kodieren, konnen benutzt werden, urn die erfindungsgemassen 
Zeli-Linien herzustellen. Beispiele solcher Rezeptoren sind adrenerge Rezep- 
toren (a oder 3), Adenosin-Rezeptoren, Angiotensin-Rezeptoren, Bradykinin- 
Rezeptoren, Cannabinoid-Rezeptoren, Chemokin-Rezeptoren, Dopamin-Re- 
zeptoren, Glukagon-Rezeptoren, Neurokinin-Rezeptoren, Neurotensin-Rezep- 
toren, Serotonin-Rezeptoren, Opiat-Rezeptoren, muskarinische Rezeptoren, 
Somatostatin-Rezeptoren und Vasopressin-Rezeptoren. Der hier benutzte 
Begriff "Rezeptor" schliesst auch Subtypen sowie deren Mutanten und Homo- 
logy ein und auch die DNA-Sequenzen, die fur diese kodieren. 

Jede Ga-Untereinheit und die entsprechenden DNA-Sequenzen, die fur diese 
Ga-Untereinheiten kodieren, konnen benutzt werden, urn die erfindungsge- 
massen Zell-Linien herzustellen. Beispiele solcher Ga-Untereinheiten sind 
Gs-Untereinheiten, Go-Untereinheiten, Gq-Untereinheiten, Gi-Untereinhei- 
ten und Gz-Untereinheiten. Der hier benutzte Begriff "Ga-Untereinheit" 
schliesst Subtypen sowie deren Mutanten und Homologe ein und auch DNA- 
Sequenzen, die fur diese kodieren. Die funktionelle Expression solcher hete- 
rologer Ga-Untereinheiten in Ustilago kann leicht uberpruft werden, da ein 
Defekt in der Ustilago Ga-Untereinheit Gpa3 zu einem charakteristischen, vi- 
suell beobachtbaren filamentosen Wachstum fuhrt, im Gegensatz zur hefe- 
artigen Wachstumsform von Ustilago-Zellen mit einem intakten gpa3-Gen. 
Heterologe Ga-Untereinheiten, welche die Funktion der endogenen Ga-Un- 
tereinheit Gpa3 in der Pheromon-Signalubermittlungskette iibernehmen, kom- 
plementieren den filamentosen Wachstumsdefekt der gpa3 mutanten Zellen 
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zu normalem, hefeartigem Wachstum und konnen somit leicht identifiziert 
werden. 

Jede G67~Untereiaheit und die entsprechenden DNA-Sequenzen, die fur 
diese G67-Untereinheiten kodieren, konnen benutzt werden, urn die erfin- 
dungsgemassen Zell-Linien herzustellen. Der hier benutzte Begriff "G67-Un- 
tereinheit" sehiiesst Subtypen sowie deren Mutanten und Homologe ein und 
auch DNA-Sequenzen, die fur diese kodieren. 

Urn die Bindung eines Liganden an einen heterologen GPC-Rezeptor oder 
allgemein die Wechselwirkung zwischen einem Modulator und dem GPC- 
Rezeptor-kontroilierten Signaliibermittlungssystem in erfindungsgemassen 
Zell-Linien- nachzuweisen, ist es besonders zweckdienlich, die Zellen mit 
einem dritten DNA-Konstrukt auszustatten, welches einen Promoter und ein 
Reportergen umfasst. Der Promotor ist induzierbar durch die Aktivierung des 
heterologen GPC-Rezeptors. Das Reportergen ist stromabwarts vom GPC- 
Rezeptor-induzierbaren Promotor plaziert und funktionsfahig mit diesem 
assoziiert. Die Expression des Reportergens ist messtechnisch erfassbar und 
wiederspiegelt die Aktivierung des heterologen GPC-Rezeptors durch geeig- 
nete Liganden. Im beispielhaften Ustiiago maydis System konnen z.B. der 
Promotor des mfal-Gens, der Promotor des mfa2-Gens, der Promotor des 
pral-Gens, der Promotor des pra2-Gens oder der Promotor des prfl-Gens als 
GPCrRezeptor-induzierbare Promotoren benutzt werden. Auch konnen ver- . 
schiedene, endogene oder heteroioge Gene als Reportergene benutzt werden. 
Beispieie fur Reportergene sind das pyr6-Gen [J. W. Kronstad, J. Wang, S. F. 
Covert, D. W. Holden, G. L. McKnight and S. A. Leong (1989) Gene, 79, 97- 
106], das.pyr3-Gen (A. Spanos, N. Kanuga, D. W. Holden and G. R. Banks 
(1992) Gene, 117, 73-79], das lacZ-Gen, das hph-Gen (Hygromycin-Resistenz) 
[L. Gritz and J. Davies (1983) Gene, 25, 179-188], das ble-Gen (Phleomycin- 
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Resistenz) [D. Drocourt, T. Calmels, J. P. Reynes, M. Baron and G. Tiraby 
(1990) NucL Acids Res., 18, 4009], ein GFP-Gen (Green Fluorescent Protein) 
[T. Spellig, A. Bottin and R. Kahmaan (1996) Mol. Gen. Genet., 225, 503-509] 
oder das uidA (GUS) Gen [R. A. Jefferson, S. M. Burgess and D. Hirsh 
5 (1986) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86, 8447-8451]. 



10 Beispiel 1: 

Herstellung von Ustilago Expressionsvektoren (pDT78 und pDT99) 

Um die Expression von heteroiogen GPC-Rezeptoren in U. maydis zu ermog- 
15 lichen, wurden die Ustilago Expressionsvektoren pDT78 und pDT99 konstru- 
iert. 

Fur den Expressionsvektor pDT78 wurde das 3.1 kb Hindlll Fragment des 
20 autonom replizierenden Ustilago Vektors pCM54 [T. Tsukuda, S. Carleton, S. 
Fotheringham and W. KL Holloman (1988) Mol. Cell. Biol., 8, 3703-3709] 
durch ein 2 kb Hindlll Fragment des Plasmids pDWHlO [J. Wang, D.W. 
Holden and S. A. Leong (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, 865-869] er- 
setzt. Dieses 2 kb Hindlll Fragment enthalt den Promotor und den Transkrip- 
25 tionsterminator des U. maydis hsp70 Gens, getrennt durch eine BglU Schnitt- 
stelle. Das resultierende Plasmid, pDT48, wurde mit 5acl und Pstl geschnit- 
ten, und ein 1.5 kb Sacl-Pstl Fragment, isoliert vom Plasmid pNATl (pDT65), 
wurde eingefugt, welches das natl Gen von Streptomyces noursei enthalt, das 
Resistenz gegen das Antibiotikum der Streptothricin Familie Nburseothricin 
30 vermittelt [H. Kriigel, G. Fiedler, C. Smith and S. Baumberg (1993) -Gene, 
127, 127-131]. Die Expression des natl Gens in U. maydis wird durch den 
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Promotor des U. maydis Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH) 
Gens [T.L. Smith and S.A. Leong (1990) Gene, 93, 111-117] und den Trans- 
Joiptions-Terminator des cycl Gens von Saccharomyces cerevisiae [D. Dro- 
court, T. Calmels, J.P. Reynes, M. Baron and G. Tiraby (1990) Nucleic Acids 
Res. 18, 4009] gesteuert. Das daraus resultierende Plasmid pDT78 besitzt eiiie 
einzige Schnittstelle fur BgUl zwischen dem U, maydis hsp70 Promotor und 
dem U. maydis hsplO Terminator. Diese Restriktionsenzym-Schnittstelle kann 
dazu beniitzt werden um eine in £/. maydis zu exprimierende DNA Sequenz 
einzufugen, z.B. eine cDNA, welche fur einen heterologen GPC-Rezeptor 
kodiert. Die Transkription der cDNA, die den heterologen GPC-Rezeptor 
spezifiziert, wird somit durch die Transkriptions-Kontrollsequenzen des U. 
maydis hsplO Promotors vermittelt. Der pDT78 Expressionsvektor und dessen 
Derivate konnen mittels publizierten Transformations-Methoden in Ustilago 
maydis eingefiihrt werden [J. Wang, D.W. Holden and S. A. Leong (1988) 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, 865-869] und mittels Beifugen des Antibioti- 
kums Nourseothricin (40 ^g/ml) ins Wachstumsmedium wird fur die Prasenz 
dieses Plasmids in U. maydis Zellen selektioniert. 

Um die Klonierung von in Ustilago zu exprimierenden DNA Sequenzen zu 
vereinfachen, wurden weitere Expressionsplasmide mit dem IxsplO Pomotor 
konstruiert, welche aber zwischen dem hsplO Promotor und Terminator statt 
nur einer Restriktionsschnittstelle, wie z.B. pDT78, Schnittstellen fur mehrere 
verschiedene Restriktionsenzyme besitzen. Dies wird hier am Beispiel von 
pDT99 veranschaulicht. 

pDT49 ist identisch mit dem oben beschriebenen pDT48, ausser dass das 2 kb 
HindUI Fragment, welches den Promotor und den Transkriptions-Terminator 
des U. maydis hsplO Gens enthalt, in der umgekehrten Orientierung einge- 
fuhrt wurde, d.h. der £. coli lacZ Promotor des Plasmids und der eingefiihrte 



WO 99/64567 



PCT/CH99/00246 



hsplO Promoter vermitteln die Transkription in entgegengesetzter Richtung. 
Um die Smal, BamHl, Xbal, Sail und Pstl Schnittstellen von pDT49 zu elimi- 
nieren, wurde pDT49 mit Smal und mit Pstl verdaut, der 3*-0berhang der Pstl 
Schnittstelle wurde mit T4 DNA Polymerase entfernt und das Plasmid wurde 
5 religiert. In die Bgfll Schnittstelle zwischen dem hsplO Promotor und Termi- 
nator des resultierenden Piasmids pDT85 wurde ein doppelstrangiges Oligo- 
nukleotid, welches Schnittstellen fur die Restriktionsenzyme Kpril, EcoRl, 
Notl, Ncol, A/Zul, Stui, Sphl, BamHl und Sacll (in dieser Reihenfolge) enthalt, 
so ein-ligiert, dass die Sacll Schnittstelle naher beim hsplO Promotor zu lie- 

10 gen kam als die Kpnl Schnittstelle. In das resultierende Plasmid pDT90 wurde 
in die Sad Schnittstelle ein 2.3 kb Sacl Fragment des Piasmids pjahCbxS 
eingebracht, welches ein Gen enthalt, das in U. maydis Resistenz gegen das 
Fungizid Carboxin vermittelt [P.L.E. Broomfield and J .A. Hargreaves (1992) 
Curr. Genet., 22, 117-121]. pDT99 kann mittels Transformation in U. maydis 

15 Zellen eingebracht werden [J. Wang, D.W. Holden and S. A. Leong (1988) 
Proc. Natl; Acad. Sci. USA, 85, 865-869] und mittels Beifiigen des Fungizids 
Carboxin (2 jug/ml) ins Wachstumsmedium wird fur die Anwesenheit dieses 
Piasmids in U. maydis Zellen selektioniert. 

20 

Beispiel 2: 

Expression des humanen 82-adrenergen Rezeptors in U. maydis (pDT94) 

25 

Um den humanen 82-adrenergen Rezeptor (B2-AR) in U. maydis zu exprimie- 
ren, wurden ca. 0.1 jug DNA des Piasmids pTF3 [B.K. Kobilka, R.A.F. Dixon, 
T. Frielle, H.G. Dohiman, MA Bolanowski, LS. Sigal, T.L. Yang-Feng, U. 
Francke, M.G. Caron, RJ. Lefkowitz (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 
30 46-50] welches eine cDNA des humanen 82-adrenergen Rezeptors enthalt, mit 
den Primern S'-CGGGATCCACAATGACCCAACCCGGCAACGGCAGCG- 
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3* und 5 , -CGGGATCCTCAGAGCAGCGAGTCATTTGTGCTACA-3 , (wo- 
bei A = Adenosin; C = Cytosin; G = Guanin; T = Thymidin) mittels der 
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert. Im Vergieich zur humanen 
DNA Sequenz des 82-adrenergen Rezeptors, wurde insbesondere die Umge- 
bung des Translations-Initiations ATG Kodons so verandert, dass sie der 
entsprechenden Konsensus-Sequenz fiir filamentose Pilze entspricht [D. J. 
Ballance (1991) in Molecular Industrial Mycology: Systems and Applications 
for Filamentous Fungi; S.A: Leong and R.M. Berka (eds.), Dekker, New 
York, pp 1-29]. Das resultierende 1.2 kb PCR Produkt wurde mit BamHl ver- 
daut und in die BamHl Schnittstelie des mit BamHl linearisierten und de- 
phosphorylienen Vektors pBLUESCRIPTII KS + (Stratagene Inc.) kloniert. 
Die DNA Sequenz des somit klonierten 1.2 kb BamHl b2-AR PCR Produkts 
wurde verifiziert. Das 1.2 kb BamHl Fragment des resultierenden Plasmids 
pDT87 wurde darun in die BgRl Schnittstelie des Expressionsvektors pDT78 so 
eingefiigt, dass die 82-AR Sequenz in der richtigen Orientierung vom hsp70 
Promotor transkribiert wird. Das resultierende 82-AR-Expressionspiasmid 
pDT94 kann nun mittels publizierten Transformations-Methoden [J. Wang, 
D.W. Holden and S. A. Leong (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, 865-869] 
in U. maydis Zellen eingeftihrt werden. 

Der biochemische Nachweis, dass der humane B2-AR in U. maydis exprimiert 
wird kann mittels Liganden-Bindungsstudien erbracht werden. So korinen 
Membran-Fraktionen von mit pDT94 transformierten U. maydis Zellen fiir 
Bindungsstudien mit z.B. dem radioaktiv markierten 82-AR-Liganden 3-[ 12S I]- 
lodocyanopindolol durchgefuhrt werden gemass publizierten Protokollen [H.K. 
Dohlman, M.G. Caron, A. DeBlasi, T. Frielle and R.J. Lefkowitz (1990) Bio- 
chemistry, 29, 2335-2342]. 
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Der Nachweis, dass der in U. maydis exprimierte humane B2-AR funktionell 
ist und mit der Pheromon-Signaliibermittlungskette von U. maydis interagiert, 
kann nun erbracht werden, indem ein Pheromon-induzierbares Reportergen in 
die mit pDT94 transformierten U. maydis Zellen eingebracht wird. Das Plas- 

5 mid pMUl enthalt das bakterielle uidA Gen, welches fur das Enzym B-Gluku- 
ronidase (GUS) kodiert [R. A. Jefferson, S. M. Burgess and D. Hirsh (1986) 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86, 8447-8451] und dessen Expression durch den 
stark Pheromon-induzierbaren Promotor des mfal Gens reguliert wird [M. 
Urban, R. Kahmann and M. Bolker (1996) MoL Gen. Genet., 251, 31-37]. 

10 Demzufolge kann die Bindung eines B2-AR Agonisten an den in U. maydis 
exprimierten B2-AR nachgewiesen werden, indem U. maydis Transformanden, 
welche pDT94 und pMUl enthalten, mit z.B. dem B-adrenergen Agonisten 
Isoproterenol stimuliert werden. Die Stimulation des Rezeptors kann somit 
durch einem einfachen biochemischen Test fur GUS-Aktivitat nachgewiesen 

15 werden, wie z.B. beschrieben in A. Gururaj Rao and P. Flynn (1992) in GUS 
Protocols; S.R. Gallagher (ed.), Academic Press Inc., 89-99. 
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PATENTANSPRUCHE 



1. Transformierte Zell-Linie fur den Nachweis von Wechselwirkungen mit 
GPC-Rezeptoren oder mit einem GPC-Rezeptor-kontroIlierten Signal- 
ubermittlungssystem, wobei die Zelien der transformierten Zell-Linie ei- 
nen heterologen GPC-Rezeptor exprimieren sowie einen durch Stimula- 

10 tion des heterologen GPC-Rezeptors induzierbaren Promotor und ein 

durch den Promotor gesteuertes Reportergen aufweisen, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Zelien ein endogenes oder gentechnisch eingefiihrtes 
GPC-Rezeptor-kontroliiertes Signalubermittlungssystem mit positiver 
Riickkoppelung aufweisen. 

15 

2. Transformierte Zell-Linie nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Zelien das GPC-Rezeptor-kontrollierte Signalubermittlungssystem mit 
positiver Riickkoppelung natiirlicherweise aufweisen. 

20 

3. Transformierte Zell-Linie nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass 
sie eine Linie von Ustilago maydis ist. 



25 



30 



4. Transformierte Zell-Linie nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
die positive Riickkoppelung im GPC-Rezeptor-kontrollierten Signaluber- 
mittlungssystem mittels genetischer Rekombination erzeugt ist. 
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5. Transformierte Zell-Linie nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass der heterologe GPC-Rezeptor ein a-adrenerger 
Rezeptor, ein B-adrenerger Rezeptor, ein Adenosin-Rezeptor, ein Angio 
tensin-Rezeptor, ein Bradykinin-Rezeptor, ein Cannabinoid-Rezeptor, ein 
Chemokin-Rezeptor, ein Dopamin-Rezeptor, ein Glukagon-Rezeptor, ein 
Neurokinin-Rezeptor, ein Neurotensin-Rezeptor, ein Serotonin-Rezeptor, 
ein Opiat-Rezeptor, ein muskarinischer Rezeptor, ein Somatostatin-Re- 
zeptor oder ein Vasopresstn-Rezeptor ist. 

6. Transformierte Zell-Linie .nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Zellen zusatzlich heterologe Untereinheiten von 
G-Proteinen exprimieren. 

7. Transformierte Zell-Linie nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Zellen heterologe Ga-Untereinheiten exprimieren, die Gs-, Go-, Gq-, 
Gi- oder Gz-Untereinheiten sind. 

8. Transformierte Zell-Linie nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Zellen heterologe G87-Untereinheiten exprimieren. 

9. Transformierte Zell-Linie nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass 
der durch Stimulation des heterologen GPC-Rezeptors induzierbare Pro- 
motor der Promotor des Ustilago maydis Gens mfal, mfa2, pral, pra2 
oder prf 1 ist. 
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10. Transformierte Zell-Linie nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, dass das durch den Promotor gesteuerte Reportergen das 
lacZ-Gen, das hph-Gen, das ble-Gen, ein GFP-Gen oder das uidA-Gen 
ist. 

11. Transformierte Zell-Linie nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass 
das durch den Promotor gesteuerte Reportergen das pyr6-Gen von Ustila- 
go maydis Oder das pyr3-Gen von Ustilago maydis ist. 

12. Vektor zuv Herstellung der transformierten Zell-Linie gemass einem der 
Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass der Vektor zwischen 
einem Promotor und einem Terminator, die in einer zu transformieren- 
den Zelle funktionell sind, eine heterologe, fur einen GPC-Rezeptor 
kodierende DNA-Sequenz aufweist und ein Markergen. 

13. Vektor nach Anspruch 12, dadurch geennzeichnet, dass der Promotor und 
der Terminator Gene von Ustilago maydis Genen sind. 

14. Vektor nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass der Promotor/- 
Terminator vom Ustilago maydis hsp70-Gen sind oder dass der Promotor 
der Arabmose-induzierbare Promotor des crgl-Gens von Ustilago maydis 
ist 

15. Vektor nach einem der Anspriiche 12 bis 14, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Markergen das cbx-Gen von Ustilago maydis, das natl-Gen von 
Streptomyces noursei oder das hph-Gen von Escherichia coli ist. 
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16. Vektor nach einem der Ansprtiche 13 bis 15, dadurch gekennzeichnet, 
dass die fur einen heterologen GPC-Rezeptor kodierende DNA-Sequenz 
ein Translations-Initiations Kondon mit einer Konsensus-Sequenz fur 
5 filamentose Pilze aufweist. 



17. Vektor nach einem der Anspruche 12 bis 16, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Vektor eine DNA-Sequenz die mindestens ein Segment der 

10 aminoterminalen kodierenden Sequenz eines GPC-Rezeptors der zu 

transformierenden Zelle beinhaltet und stromabwarts von dieser DNA- 
Sequenz im korrekten Leseraster die fur den heterologen GPC-Rezeptor 
kodierende DNA-Sequenz aufweist. 

18. Vektor nach einem der Anspruche 12 bis 17, dadurch gekennzeichnet, 
dass die DNA-Sequenz, die fur einen heterologen GPC-Rezeptor kodiert, 
fur einen a-adrenergen Rezeptor, einen 6-adrenergen Rezeptor, einen 
Adenosin-Rezeptor, einen Angiotensin-Rezeptor, einen Bradykinin-Re- 
zeptor, einen Cannabinoid-Rezeptor, einen Chemokin-Rezeptor, einen 
Dopamin-Rezeptor, einen Glukagon-Rezeptor, einen Neurokinin-Rezep- 
tor, einen Neurotensin-Rezeptor, einen Serotonin-Rezeptor, einen Opiat- 
Rezeptor, einen muskarinischen Rezeptor, einen Somatostatin-Rezeptor 
Oder einen Vasopressin-Rezeptor kodiert. 

19. Verwendung der transformierten ZelULinie nach einem der Anspruche 1 
bis 11 zum Nachweis von Wechselwirkungen von Testsubstanzen mit dem 
heterologen GPC-Rezeptor oder mit dem GPC-Rezeptor-kontrollierten 

30 Signalubermittlungssystem, wobei Testsubstanz und Zellen in Interaktion 

gebracht und die Expression des Reportergens messtechnisch erfasst wird. 



15 



20 



25 
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20. Verwendung nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass das Repor- 
tergen ein essentielles Wachstumsenzym exprimiert und dass das Zell- 
wachstum durch Triibungsmessung erfasst wird. 

21. Venvendung nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass die Ex- 
pression des Reportergens einer biochemischen Reaktion unterzogen wird 
und das Reaktionsprodukt messtechnisch erfasst wird. 

22. Verwendung nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass das Repor- 
tergen das uidA-Gen ist und fur B-Glukuronidase kodiert und dass die 
exprimierte B-Glukuronidase rnit einem geeigneten biochemischen Test 
erfasst wird. 
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